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ABSTRAKT 
     Tato práce se zabývá studiem indukce α- a β-galaktosidáz kvasinkami rodu Cryptococcus 
rostoucím na laktózovém médiu, korelací mezi produkcí těchto enzymů a růstem kvasinek, 
a jejich následnou biotypizací pomocí hmotnostní spektrometrie. V teoretické části jsou 
popsány všechny testované a příbuzné kvasinky, hydrolytické enzymy α-galaktosidáza 
a β-galaktosidáza, a také použité analytické metody UV-VIS spektrofotometrie a hmotnostní 
spektrometrie, především MALDI-TOF. Experimentální část obsahuje popis použitého 
přístrojového vybavení, přípravy potřebných roztoků, kultivace mikroorganismů 
na laktózovém médiu, měření enzymové aktivity spektrofotometricky a biotypizaci kvasinek 
hmotnostní spektrofotometrií. 
     Každý z 18 testovaných kmenů kvasinek druhů Cr. carnescens (CCY 17-3-13), 
Cr. flavescens (CCY 17-3-6, CCY 17-3-15, CCY 17-3-29, CCY 17-3-31, CCY 17-3-33, 
CCY 17-3-38), Cr. flavus (CCY 17-3-5), Cr. laurentii (CCY 17-3-2, CCY 17-3-9, 
CCY 17-3-17, CCY 17-3-24), Cr. magnus (CCY 17-4-39, CCY 17-4-40), Cr. saitoi 
(CCY 17-3-18), Cr. victoriae (CCY 17-3-26) a Bulleromyces albus (CCY17-3-35, 
CCY 17-3-37) ze Sbírky kultur kvasinek, Chemický ústav SAV (CCY), byl kultivován po 
dobu 96 hodin v tekutém laktózovém médiu. V průběhu kultivace byl stanovován počet buněk 
v médiu a enzymová aktivita α- a β-galaktosidázy v médiu a na povrchu buněk. Laktózové 
médium nebylo vhodným kultivačním médiem pro všechny kvasinky rodu Cryptococcus, 
protože některé kmeny na něm rostly pomalu (CCY 17-3-29, CCY 17-3-5, CCY 17-3-26, 
CCY 17-3-35), nebo vykazovaly dlouhou adaptační fázi (CCY 17-3-2, CCY 17-3-6). 
Porovnání růstových křivek a grafů produkce aktivit povrchové β-galaktosidázy v průběhu 
kultivace ukázalo, že mezi nimi není žádná blíže specifikovatelná závislost a výsledky tak 
nepotvrdily očekávaný vliv tohoto enzymu na růst kmene, ani předpokládaný nárůst produkce 
β-galaktosidázy vlivem kultivace na laktóze. Nejrychlejší růst na laktóze vykazoval kmen 
Cr. carnescens CCY 17-3-13, který produkoval na svém povrchu velmi nízké aktivity tohoto 
enzymu. Relativně zvýšené množství tohoto enzymu bylo na povrchu kvasinek pozorováno 
jen v případě typového kmene Cr. laurentii CCY 17-3-2, kmene Cr. flavescens CCY 17-3-31 
a Cr. flavus CCY 17-3-5. 
     Stejně tak se značně lišila produkce α-galaktosidázy kapsulárními kmeny, což vylučuje 
předpokládaný vliv tohoto enzymu na přestavbu a degradaci ochranné kryptokokální kapsuly. 
Výjimku tvořily pouze kmeny Cr. flavescens, které obecně můžeme považovat za producenty 
povrchové α-galaktosidázy indukované laktózovým médiem. V ostatních případech byla 
produkce tohoto enzymu záležitostí jednotlivého kmene, ne všeobecně druhu, např. v případě 
typového kmene Cr. laurentii. Obdobná indukce byla ovšem pozorována i u jiných kvasinek 
a hub, a proto jakákoliv souvislost s kapsulí byla vyloučena. 
     V souvislosti se zvoleným kultivačním médiem bylo druhým cílem práce otestovat 
vhodnost laktózového média pro biotypizaci kvasinek rodu Cryptococcus hmotnostní 
spektrometrií. Naměřená čárová hmotnostní spektra vykazují při vzájemném porovnání nízké 
podobnostní skóre, takže není možné spolehlivě určit, o jaký druh se jedná. Taktéž dělení 
zástupců rodu Cryptococcus podle fylogenetických linií nebylo programem Biotyper 
provedeno správně a i blízce si příbuzné kmeny byly zařazeny na odlišné vývojové větve. 
Výsledky testování tak řadí laktózu k nevhodným médiím pro biotypizaci mikroorganismů 
hmotnostní spektrometrií. 
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ABSTRACT 
     This work focuses on the induction of galactosidases by yeasts of genus Cryptococcus 
growing on lactose medium and relations between this production and growth of yeasts. 
At the end biotyping using mass spectrometry is described. All tested and relative yeasts, 
hydrolytic enzymes α-, β-galactosidase and used analytical methods as UV-VIS 
spectrophotometry and mass spectometry, especially MALDI-TOF are described in the 
theoretical part. The experimental part consists of description of instrumentations, preparation 
of necessary solutions, cultivation of microorganisms, measurement of enzymatic activity 
spectrophotometrically and biotyping of yeasts by mass spectrometry. 
     Each of the 18 tested yeast strains, including species Cr. canescens (CCY 17-3-13), 
Cr. flavescens (CCY 17-3-6, CCY 17-3-15, CCY 17-3-29, CCY 17-3-31, CCY 17-3-33, 
CCY 17-3-38), Cr. flavus (CCY 17-3-5), Cr. laurentii (CCY 17-3-2, CCY 17-3-9, 
CCY 17-3-17, CCY 17-3-24), Cr. magnus (CCY 17-4-39, CCY 17-4-40), Cr. saitoi 
(CCY 17-3-18), Cr. victoriae (CCY 17-3-26) and Bulleromyces albus (CCY17-3-35, 
CCY 17-3-37)  from the Culture Collection of Yeasts, Institute of Chemistry of SAS (CCY), 
was cultured for 96 hours in a liquid medium with lactose. During cultivation, the quantity 
of cells was determined as well as enzyme activities of α- and β-galactosidase in  the medium 
and on the cell surface.  
     Lactose medium was shown not to be suitable culture medium for all Cryptococcus strains, 
because some of them grew on it very slowly (CCY 17-3-29, CCY 17-3-5, CCY 17-3-26, 
CCY 17-3-35), or showed a long adaptation phase (CCY 17-3-2, CCY 17-3-6). A comparison 
of the growth and surface β-galactosidase production curves showed that the link between 
lactose medium and production of this enzyme does not exist in generally. The results did not 
confirm neither the expected impact of this enzyme on the growth of strains nor 
the anticipated induction of β-galactosidase by lactose. For instance, the fastest growth on 
lactose showed the strain Cr. canescens CCY 17-3-13, which exhibited a very low activity 
of this enzyme on its surface. Relatively increased production of this enzyme was observed 
on the surfaces of the type strain Cr. laurentii CCY 17-3-2, strain Cr. flavescens 
CCY 17-3-31 and Cr. flavus CCY 17-3-5. 
     The production of α-galactosidase by capsular yeasts was strain-dependent with 
the exception of the members of Cr. flavescens species. Because of this, the expected general 
influence of this enzyme on the re-building of the protective cryptococcal capsule can 
be excluded. Only Cr. flavescens strains can be generally considered as producers 
of lactose-inducible surface α-galactosidase. In other cases, the production of this enzyme 
matters on single strain and not on species, as can be seen in the case of type strain 
Cr. laurentii and the other Cr. laurentii strains. Similar induction by lactose medium was also 
observed with non-cryptococcus yeasts and fungi and therefore the link with the capsules can 
be also excluded. 
     In connection with the selected culture medium, the second aim of this work was to test 
the suitability of lactose medium for genus Cryptococcus biotyping by mass spectrometry. 
Normalized spectra showed very low score between strains of the same species and 
as a consequence, close related strains were included in the different evolutionary branches 
using Biotyper programme. These findings led to the conclusion that lactose medium 
is an unsuitable medium for biotyping of genus Cryptococcus by mass spectrometry. 
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1 ÚVOD 
     Kvasinky rodu Cryptococcus jsou mikroskopické houby, se kterými je možné přijít 
do styku téměř kdekoli. Vyskytují se v půdě, vodě, ve vzduchu, na částech rostlin, zejména 
pak v blízkosti ptačích exkrementů. Mezi kryptokoky spadají jak druhy nepatogenní, tak 
patogenní, ty způsobují těžká onemocnění kůže, nervové či dýchací soustavy souhrnně 
označované jako kryptokokózy. Mezi patogenní druhy kvasinek spadají např. Cryptococcus 
neoformans, Cryptococcus gatii, Cryptococcus laurentii nebo Cryptococcus albidus, a zvláště 
u lidí s oslabenou funkcí imunitního systému představují vysoké riziko ohrožení na životě. 
Infekceschopnost a vysoká odolnost vůči antimykotikům je spojována s tvorbou ochranné 
kapsuly a extracelulárních polysacharidů. Mezi nejvýznamnější extracelulární polysacharidy 
podílející se na tvorbě a zesíťování kapsuly patří galaktoxylomanan a glukuronoxylomanan.  
     Stejně jako buňky těchto kvasinek produkují extracelulární polysacharidy, objevuje se 
u nich schopnost produkce extracelulárních nebo povrchově vázaných enzymů, zejména 
hydrolytických glykosidáz, které jsou potenciálně schopné podílet se na rearanžování 
a destrukci polysacharidového buněčného obalu. Příčina a podstata produkce tohoto 
enzymatického aparátu nebyla doposud objasněna. Mezi hydrolytické enzymy produkované 
některými kvasinkami rodu Cryptococcus patří α- a β-galaktosidáza. Nejčastěji jsou tyto 
enzymy indukovány přítomností látek, které obsahují vázanou galaktózu. Produkce enzymu 
β-galaktosidázy, jakožto hydrolázy schopné intracelulárně štěpit např. laktózu, ovlivňuje 
především tvorbu biomasy a prosperitu kvasinek na tomto médiu, protože v závislosti 
na tomto enzymu je mikroorganismus schopen využít laktózu jako jediný uhlíkatý zdroj 
energie v kultivačním médiu. 
     Povrchová aktivita α-galaktosidázy, popsaná u některých kmenů, je někdy také 
spojována s rearanžováním kapsul.  Pokud by α-galaktosidáza skutečně hrála důležitou roli 
v přestavbě a destrukci extracelulární kapsuly obecně u všech druhů rodu Cryptococcus, 
jednalo by se o důležité poznatky pro oblasti medicíny, které by usnadnily možnost 
modelování imunitní odpovědi organismu na kryptokokální infekci. 
     Dalším faktorem, který by usnadnil možnosti léčby kryptokokálních infekcí, je včasná 
diagnostika a odhalení původce nákazy. Taxonomie kvasinek rodu Cryptococcus je stále 
velmi nejednoznačná, a proto jsou prováděny stále nové a nové studie, nejčastěji založeny 
na sekvenaci genomu. Vedle molekulární biologie zaznamenala v oblasti identifikace 
mikroorganismů v posledních letech úspěch také metoda biotypizace pomocí MALDI-TOF. 
Výhody hmotnostní spektrometrie tkví zejména v její malé finanční nákladnosti, nízkých 
detekčních limitech a malé časové náročnosti.   
     Předložená bakalářská práce se soustředí především na testování kultivace vybraných 
kvasinek rodu Cryptococcus na laktózovém médiu, a jimi produkovanou extracelulární a/nebo 
povrchově vázanou α- a β-galaktosidázu, s ohledem na výše uvedený význam těchto enzymů. 
V druhé řadě bude prověřena vhodnost laktózového média pro biotypizaci těchto kvasinek 
hmotnostní spektrometrií.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kvasinky rodu Cryptococcus 
     Kvasinky rodu Cryptococcus jsou definovány jako kulovité, elipsoidní, protáhlé, 
amébovité nebo polymorfní buňky, které se rozmnožují multilaterálním pučením. Kolonie 
mají obvykle bílou nebo krémovou barvu, ale mohou být i hnědé, červené nebo žluté. 
V současné době je známo asi 70 anamorfních druhů kvasinek, které spadají do rodu 
Cryptococcus. Nevytváří pseudomycélium, netvoří askospory, teliospory ani balistokonidie, 
mohou tvořit pseudohyfy, pravé hyfy anebo hyfy nevytváří vůbec. Většina kmenů má 
schopnost vytvářet kapsuly, které jsou složeny z heteropolysacharidů. Všechny druhy 
asimilují inositol a D-glukuronát jako zdroj uhlíku. Z pravidla nejsou schopné zkvašovat 
cukry [1-3]. 
     Je možné se s nimi setkat v půdě, vodě, prachu, zejména v blízkosti míst, kde se vyskytují 
ptačí exkrementy. Onemocnění, které kvasinky rodu Cryptococcus způsobují, se nazývají 
kryptokokózy a mohou se týkat kůže, očí, pohybového aparátu, dýchací nebo nervové 
soustavy a objevují se především u pacientů s oslabeným imunitním systémem, jako jsou 
HIV pozitivní jedinci. Mezi nejznámější patogenní kvasinky rodu Cryptococcus patří 
Cr. neoformans a Cr. gatii. Vzhledem k tomu, že ročně přibyde přes jeden milion 
infikovaných pacientů a zhruba 600 000 úmrtí způsobených těmito i jinými druhy 
kryptokoků, jako Cr. albidus nebo Cr. laurentii, jsou kryptokokózy označovány jako 
objevující se hrozba. Největším problém při léčbě je odolnost patogenů vůči antimykotikům 
[1-6]. 
 
2.1.1 Cryptococcus carnescens 
     Cr. carnescens náleží do II. fylogenetické větve skupiny Cr. laurentii společně s druhy 
jako Cr. dimennae, Cr. peneaus, Cr. victoriae a Bullera globispora. Bez genové sekvenace 
je velice obtížné jej odlišit od Cr. laurentii a dalších druhů z fylogenetické větve I. Odlišnost 
od Cr. laurentii je v neschopnosti Cr. carnescens asimilovat etanol a kreatinin a růst 
při teplotě kolem 30 °C. Při kultivaci na glukózovém médiu buňky vytváří vločkovitý 
sediment, jejich tvar je elipsoidní až subglobulární a dosahují velikosti 3-5 x 4,5-6 µm. Růst 
na sladinovém agaru podporuje vznik hladkých, žlutohnědých až šedých lesklých kolonií. 
Buňky mají elipsoidní, vejcovitý nebo hruškovitý tvar a mohou vytvářet krátká filamenta. 
Buňky Cr. carnescens rostoucí na laktózovém médiu jsou zobrazeny na Obrázku 1. 
Cr. carnescens je označován za všudypřítomný druh. Tuto teorii potvrdily nálezy 
24 kryptokoků na listech čtyř různých středozemních rostlin v Portugalsku, které byly 
metodou PCR a genovou sekvenací identifikovány jako Cr. carnescens. Byl nalezen také 
v květenství muškátu v Itálii, mořské vodě v Portugalsku, ledovci na Špicberských ostrovech 
nebo v půdě lužních lesů Austrálie. Biotechnologický potenciál, stejně jako nálezy z oblasti 
zemědělství nebo klinické medicíny, nejsou pro tento druh známy a jsou předmětem dalšího 
výzkumu [7-9]. 
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Obrázek 1: Cryptococcus carnescens (CCY 17-3-13) kultivovaný na laktózovém médiu po dobu 
96 hodin při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
2.1.2 Cryptococcus flavescens 
     Cr. flavescens byl donedávna považován za synonymum ke Cr. laurentii, teprve po úplné 
analýze buněčných proteinů a sekvenaci rRNA bylo zjištěno, že se jedná o samostatný druh, 
který náleží do stejné fylogenetické větve jako Cr. aureus a Cr. laurentii. Ač jsou druhy 
po fyziologické stránce stejné, odlišnost je v neschopnosti Cr. flavescens asimilovat 
D-glukosamin na kreatinin a ve schopnosti růstu na médiu bez přidaných vitaminů. 
Na glukózovém médiu je tvorba kolonií doprovázena vznikem hladkého filmu, prstence 
a sedimentu buněk. Při kultivaci na sladině jsou od sebe buňky morfologicky značně odlišné, 
mají nepravidelný, oválný, hruškovitý nebo cylindrický tvar. Velikost buněk se pohybuje 
v rozsahu 8-17 x 7-14 µm. Buňky různých kmenů Cr. flavescens rostoucí na laktózovém 
médiu jsou na Obrázcích 2, 3, 4. Cr. flavescens se běžně vyskytuje ve vzduchu a v půdě, 
zdroje nálezu jsou ale různé, např. obilky pšenice a kukuřice, sójová omáčka, nektar bylin, 
tělo housenek nebo mozkomíšní mok pacientů s AIDS v Japonsku, USA, Indonésii a Evropě. 
Z biotechnologického hlediska je zajímavý kmen Cr. nodaensis (synonymum Cr. flavescens), 
který byl patentován jako producent termostabilních glutamináz, odolných vůči vysokým 
koncentracím solí. Cr. flavescens produkuje kyselé extracelulární polysacharidy, které 
obsahují D-xylózu, D-mannózu, D-galaktouronové kyseliny a O-acetyl. V tomto případě 
je přesně známo složení kultivačního média, při kterém lze dosáhnout maximální produkce 
extracelulárních polysacharidů. Cr. flavescens je schopný potlačit výskyt plísní Fusarium 
v obilovinách, zvláště u ječmene a pšenice [7-9]. 
12 
 
 
 
 
  
  
Obrázek 2: Cryptococcus flavescens (CCY 17-3-29 vlevo, CCY 17-3-31 vpravo) kultivovaný na laktózovém 
médiu po dobu 96 hodin při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
Obrázek 3: Cryptococcus flavescens (CCY 17-3-6 vlevo, CCY 17-3-15 vpravo) kultivovaný na laktózovém 
médiu po dobu 96 hodin při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
Obrázek 4: Cryptococcus flavescens (CCY 17-3-33 vlevo, CCY 17-3-38 vpravo) kultivovaný na laktózovém 
médiu po dobu 96 hodin při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
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2.1.3 Cryptococcus flavus 
     Taxonomické zařazení tohoto druhu není stále zcela jasné. Na základě schopnosti 
utilizovat myo-inositol byl odlišen od Rhodotorula flava. Zatímco sekvenční analýza rRNA 
řadí Cr. flavus k vývojové větvi Bullera variabillis, tak ITS analýza jej řadí k Cr. podzolicus, 
a analýza D1/D2 domén k druhu Tremella. Fenotypově se podobá také Cr. laurentii, 
odlišnosti zahrnují tvorbu žlutě zbarvených kolonií a neschopnost Cr. flavus utilizovat etanol 
a kreatinin za vzniku sloučenin obsahujících škrob. Nálezy tohoto kmene pocházejí 
ze vzduchu a humusu v Japonsku, z listů stále zelených rostlin, např. šťovíku v Rusku 
a z travnatých porostů v USA. V posledních letech se objevily také nálezy pocházející 
z termitišť v Německu. Cr. flavus vykazuje dobrý růst na laktózovém médiu (Obrázek 5). 
Při kultivaci na glukózovém médiu vytváří prstence a sediment. Buňky jsou elipsoidní, 
mohou být protáhlé, dvojitě prohnuté a dosahují velikosti 2 x 4 µm. Při růstu na sladině jsou 
vytvářeny žlutohnědé kolonie, buňky jsou elipsoidní, cylindrické, dvojitě prohnuté a výrazně 
protáhlé. Dosahují velikostí 9 x 3 µm. Nejzajímavější nález z hlediska biotechnologické 
využitelnosti byl u kmenů z Brazílie, které vykazují vysokou produkci amyláz a xylózových 
reduktáz. Dále byla u tohoto kmene zaznamenána tvorba karboxymetylcelulózy. Možné 
využití Cr. flavus v oblasti potravinářství, zemědělství a medicíny zatím nebylo plně 
objasněno [7]. 
 
Obrázek 5: Cryptococcus flavus (CCY 17-3-5) kultivovaný na laktózovém médiu po dobu 96 hodin 
při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
2.1.4  Cryptococcus friedmannii 
     Cr. friedmannii paří do skupiny albus, vývojové větve Filobasidiales. Nejbližší 
fylogeneticky příbuzný je  Cr. saitoi, od kterého je odlišen pouze jednou nukleotidovou 
substitucí detekovanou D1/D2 analýzou a pěti nukleotidovými substitucemi detekovanými 
ITS analýzou. Cr. friedmannii při kultivaci na sladinovém agaru vytváří oranžové kolonie, 
které mají hladký, matný povrch. Konzistence je krémovitá až máslovitá. Buňky se vyskytují 
buď jednotlivě, nebo s pupeny a jsou asi 6-8 x 5-6 µm velké. Cr. friedmanii patří 
k antarktickým druhům a byl nalezen v oblastech Islandu, Ruska a USA (Colorado, 
Aljaška aj.). Nálezy kvasinek pocházející z Kanady obsahovaly zcela netradičně černý 
pigment, a přesto, že doposud nebyly přesně identifikovány, předpokládá se, že se jedná 
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o zástupce skupiny albus. S ostatními antarktickými druhy sdílí Cr. friedmannii schopnost 
růst na chudých médiích bez přidaných vitamínů a odolnost vůči nízkým teplotám. 
Maximálního růstu dosahuje při 25 °C, a proto je řazen k psychrofilním kvasinkám. Výrazně 
se Cr. friedmannii od ostatních liší tím, že jeho růst není možné inhibovat koncentrací 
dusíkatých látek v konvenčních médiích pro kvasinky, jako tomu je např. u Cr. vishniacii. 
S tímto druhem naopak sdílí neschopnost utilizovat myo-inositol a další polyoly. 
Biotechnologické využití, stejně jako praktický význam v zemědělství a potravinářství, 
nebylo popsáno. Nejsou známy ani nálezy pocházející z klinických vzorků [7], [10], [11]. 
2.1.5 Cryptococcus laurentii 
     Cr. laurentii se vyskytuje jako zapouzdřená pučící kvasinka, která roste v tekutém živném 
médiu při teplotě 25 °C. Jednotlivé buňky jsou vejcovité s velikostí 2-5 x 3-7 µm a mohou 
se shlukovat v párech nebo řetízcích po třech až čtyřech buňkách. Dobře snášejí alkalické 
prostředí, jsou schopné růst i při pH 10. V tekutých médiích vytváří slizovitý sediment, 
prstenec a kožku. Obrázky 6, 7 zobrazují buňky různých kmenů Cr. laurentii kultivovaných 
na laktózovém médiu. Na tuhých médiích je nátěr kultury krémový, hladký a nesliznatý. 
Jedná-li se o kmeny s bohatou kapsulou, pak je nátěr na médiu slizovitý a stékající 
po zkumavce. Z hlediska výskytu se jedná o celosvětově rozšířený druh, můžeme jej najít 
v půdě, ve vodě, ve vzduchu, v hmyzím trusu, v souvislosti s výskytem květin a ovoce, 
objeven byl ve vzorku vepřového masa a nálezy jsou i klinického původu. S ohledem 
na možné biotechnologické využití bylo zjištěno, že Cr. laurentii má schopnost utilizovat 
laktózu a melibiózu a je známý jako biokontrolní jednotka posklizňové hniloby ovoce. 
Přítomnost Cr. laurentii minimalizuje možnost přichycení a klíčení konidií plísně Botrytis 
cinerea, která nejčastěji napadá zralé plody ovoce. Vykazuje dobrou epoxidázovou aktivitu 
a je schopen produkce karotenoidů. Kmeny izolované z nálezů na Antarktidě produkují 
nenasycené mastné kyseliny [1], [7], [12], [13].  
 
 
  
Obrázek 6: Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-2 vlevo, CCY 17-3-9 vpravo) kultivovaný na laktózovém médiu 
po dobu 96 hodin při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
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2.1.6 Cryptococcus magnus 
     Cr. magnus byl zpočátku výzkumu považován za vývojovou větev Cr. laurentii. Později 
byl na základě nukleotidových sekvenací rRNA a rozdílů v enzymatickém aparátu přeřazen 
na vlastní druh, který spadá pod rodokmen Filobasidiales. Celosvětově se Cr. magnus 
vyskytuje v závislosti na rostlinách, zejména květinách a ovoci. Některé izoláty pochází 
z klinických vzorků nebo z oblastí věčného ledu, byl také nalezen v mořské vodě nebo 
na vinných bobulích v Portugalsku, v půdě australských lužních lesů a v zařízeních 
na zpracování ječmene ve Finsku. Cr. magnus vykazuje dobrý růst na sladinovém, 
kvasnicovém i kukuřičném agaru. Kolonie vytváří lesklý a hladký povrch. Na tekutém 
laktózovém médiu roste nejlépe při teplotě kolem 20 °C (Obrázek 8, 9). Možnost 
biotechnologického využití tohoto druhu není doposud přesně známa. Objevily se informace 
o schopnosti Cr. magnus biotransformovat glycyrrhizin na výživové doplňky, ale s ohledem 
na obtíže spojené s přesnou identifikací jednotlivých druhů, neexistuje žádná spolehlivá 
metodika pro tento proces. V roce 2003 byly nalezeny izoláty z povrchu listů, které 
demonstrují bohatou enzymatickou aktivitu druhu, obzvláště schopnost hydrolýzy sloučenin 
želatiny, kaseinu, karboxymetylcelulózy a polygalaktouronových kyselin. Dále byla objevena 
schopnost druhu produkovat enzym kutináza a xylanáza, které hrají důležitou roli 
při biodegradaci rostlinného materiálu. Cr. magnus nebyl prokázán jako lidský patogen, 
přestože byl nalezen v povrchových poraněních těla. Některé izoláty kmene byly získány 
ze stěru rohovky nebo z hlenu, ale jedná se o ojedinělá zjištění. Cr. magnus nevykazuje 
při teplotě kolem teploty lidského těla dobrý růst, proto není pravděpodobné, že by byl 
lidským patogenem. Podobně nález kmene ve stěru ze zánětu středního ucha kočky poukazuje 
spíše na to, že Cr. magnus přirozeně kolonizuje ušní trubici, než že by byl původcem infekce 
[7-9]. 
Obrázek 7: Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-17 vlevo, CCY 17-3-24 vpravo) kultivovaný na laktózovém 
médiu po dobu 96 hodin při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
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Obrázek 8: Cryptococcus magnus (CCY 17-4-39) kultivovaný na laktózovém médiu po dobu 96 hodin 
při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
 
Obrázek 9: Cryptococcus magnus (CCY 17-4-40) kultivovaný na laktózovém médiu po dobu 96 hodin 
při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
 
2.1.7  Cryptococcus neoformans 
     Cr. neoformans je významným lidským patogenem a na základě toho patří mezi nejlépe 
prozkoumané druhy kryptokoků. Je to zapouzdřená kvasinka, jejíž buňky mají kulovitý tvar 
a dosahují rozměrů asi 5-15 µm. Patří do třídy Tremellomycetes a vytáří pohlavní 
a nepohlavní stádia. V teleomorfní formě se nazývá Filobasidiella neoformans a přirozeně 
se v přírodě nevyskytuje. Rozmnožuje se nepohlavně pučením. Jsou známy dvě variety 
Cr. neoformans, a to Cr. neoformans v. neoformans a Cr. neoformans v. grubii. Jako třetí 
varieta byl označován Cr. neoformans v. gatii, ten byl ale později ustanoven jako samostatný 
druh Cr. gatii. Cr. neoformans se vyskytuje celosvětově a představuje hrozbu především 
pro imunorepresivní jedince, jako jsou pacienti s AIDS. Naproti tomu Cr. gatii osidluje 
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tropické a subtropické oblasti, je nebezpečný i pro zdravé jedince a střediskem nákazy 
se stávají města jako Vancouver apod. Výskyt Cr. neoformans je spojován s masivním 
osidlováním větších měst holuby a za zdroj nákazy je považován holubí trus. Jinak se běžně 
vyskytuje v blízkosti dalších živočichů a kolonizuje povrch rostlin. Zajímavý izolát byl získán 
z trosek reaktoru jaderné elektrárny v Černobylu, kde se Cr. neoformans pravděpodobně 
naučil využívat energie záření β pro radiotropický růst. Cr. neoformans je označován jako 
fakultativní intracelulární patogen. Syntéza velké hlenovité polysacharidové kapsuly je hlavní 
příčinou silné virulence kvasinky a zároveň zajišťuje ochranu před fagocytózou v těle 
hostitele. Kapsula je barvitelná inkoustem (Obrázek 10), což našlo uplatnění především 
v klinické diagnostice, protože takto lze snadno identifikovat nákazu kvasinkami, zejména 
v mozkomíšním moku hostitele. Nákaza se děje zpravidla respirací basidiospor obsažených 
v holubích exkrementech nebo přestupem kůží. Mezi nejčastější kryptokokózy, které 
způsobuje Cr. neoformans patří meningitida, encefalitida a přidružené nemoci 
u HIV pozitivních jedinců.  Vyznačuje se poměrně dobrou odolností k antimykotikům, 
což výrazně komplikuje léčbu [2], [7], [14-16]. 
 
Obrázek 10: Inkoustem barvená kapsula Cr. neoformans - možná detekce onemocnění [1]. 
2.1.8 Cryptococcus saitoi 
     Cr. saitoi patří spolu s Cr. albidus mezi askosporogenní kvasinky. Dříve byl považován 
za totožnou kvasinku s Cr. albidus, ale na základě jeho schopnosti asimilovat 
metyl-α-D-glukosidy a metionin byl vyčleněn jako samostatný kmen, odlišnosti potvrdila také 
sekvenční analýza rRNA. Cr. saitoi spadá do vývojové větve Filobasidiales a je blízce 
příbuzný s Cr. friedmannii, liší se pouze v pěti nukleotidových sekvencích. Cr. saitoi 
je považován za všudypřítomný kmen, a to co se týče geografie – obývá Asii, Evropu 
i Antarktidu, tak i co se týče substrátu, který kolonizuje – půda, rostliny, potraviny, klinické 
vzorky. Původní nález typového kmene (CBS 1975) pochází z hlenu pacienta nakaženého 
tuberkulózou v Norsku, další nálezy byly v plísňovém sýru v Japonsku, na listech keřů 
v Portugalsku, ve vzorcích půdy z Antarktidy a alpského ledovce v Itálii. Při kultivaci 
na sladinovém agaru vytváří žluté, hladké, krémovité povlaky a buňky dosahují velikosti 
asi 8 x 6,5 µm. Buňky Cr. saitoi rostoucí na laktózovém médiu jsou zobrazeny na 
Obrázku 11. Využití tohoto druhu v potravinářství, zemědělství nebo ve fermentačních 
procesech zatím není známé. Z hlediska medicíny je nepravděpodobné, že by Cr. saitoi hrál 
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roli lidského patogenu. Kromě typového kmene nebyly izolovány žádné další nálezy 
z klinických vzorků [7-9]. 
 
Obrázek 11: Cryptococcus saitoi (CCY 17-3-18) kultivovaný na laktózovém médiu po dobu 96hodin 
při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
2.1.9  Cryptococcus tephrensis 
     Cr. tephrensis patří do skupiny victoriae, fylogenetické vývojové větve Tremellales. 
Nejblíže příbuzný je Cr. carnescens a Cr. heimaeyensis. Při kultivaci na médiu s glukózou 
jsou buňky elipsoidní, mohou tvořit řetízky nebo být jednotlivě a dosahují velikosti 
5-10 x 3-7 µm. Na sladinovém agaru tvoří lesklé žlutohnědé kolonie, které mají hladký 
povrch a máslovitou konzistenci. Buňky jsou elipsoidní nebo citrónovité. Izoláty byly získány 
z vulkanické půdy, z půdy v Koreji a v zařízeních na zpracování ječmene ve Finsku, obdobně 
jako Cr. magnus. Vyskytuje se v oblastech, které přináší řadu stresových faktorů jako je nízká 
teplota, opětovné zamrzání půdy, UV radiace, vysychání a velmi nízká koncentrace živin. 
K přežití v těchto podmínkách získal rod Cryptococcus v průběhu evoluce řadu zjednodušení, 
jako je život v mnohobuněčných shlucích, schopnost přesunu k ještě primitivnějšímu způsobu 
života, který zahrnuje ztrátu sexuálního způsobu rozmnožování, a v mnoha případech úplnou 
ztrátu rozmnožování. Tento způsob života představuje pro mikroorganismus nižší energetické 
a metabolické nároky [7-9], [11]. 
     Biotechnologický význam, význam pro zemědělství a potravinářství, stejně jako pro 
medicínu není doposud znám, a to především s ohledem na přirozené místo výskytu této 
kvasinky [7]. 
2.1.10 Cryptococcus victoriae 
     Při taxonomickém zařazení Cr. victoriae se setkáváme opět s problémem, že různé 
analyzační techniky jej řadí do různých vývojových větví a vykazují různé příbuznosti 
s dalšími kryptokoky. Obecně jej ale řadíme ke skupině victoriae do vývojové větve 
Tremellales. Cr. victoriae se od Cr. laurentii liší neschopností asimilovat etanol, laktát 
a keratinin a také není schopný snášet kultivační teplotu nad 30 °C. Při kultivaci 
na glukózovém médiu vytváří kolonie tenký film, někdy prstenec a sediment. Buňky mají 
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elipsoidní nebo cylindrický tvar a dosahují velikost 5-9 x 3-4 µm. Mohou vytvářet 
pseudohyfy nebo prodloužená filamenta. Při kultivaci na sladinovém agaru vytváří lesklý, 
krémový, žlutohnědý povrch. Buňky jsou elipsoidní, citrónovité, prodloužené, o velikosti 
4-11 x 3-4 µm. Mohou se shlukovat do krátkých řetízků. Laktózové médium snášejí 
dobře (Obrázek 12). Typový kmen byl izolován ze vzorku půdy z Antarktidy. Další nálezy 
pochází z Aljašky, Sibiře, Špicberk, z nektaru květin v Německu, lužních lesů v Rakousku, 
rebarbory v Anglii, půdy v Koreji a z mořské vody v Portugalsku. Můžeme tedy říci, že se 
jedná o všudypřítomný druh, který jak se zdá na jedné straně dobře snáší nízké teploty, 
ale zároveň nejsou podmínkou pro jeho růst, neboť se vyskytuje i ve Středozemí. Nálezy 
pocházejí také z povrchu jablek v Nizozemí a bylo zjištěno, že se společně s dalšími 
kvasinkami autochtonní mikroflóry podílí na zčervenání plodů. Další biotechnologické, 
zemědělské ani potravinářské využití nebylo popsáno [7]. 
 
Obrázek 12: Cryptococcus victoriae (CCY 17-3-26) kultivovaný na laktózovém médiu po dobu 96 
hodin při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
 
2.1.11 Bulleromyces albus 
     Bulleromyces albus je kvasinka, která patří mezi Bulleromyces, řádu Tremellales, 
vývojové větve Tremellomycetes. Podle genového sekvenování je nejblíže příbuzná 
s Bullera unica a s rodem Cryptococcus. Tato kvasinka během života vytváří telemorfní 
a anamorfní stádia. Ve fázi telemorfa, tedy jedince schopného pohlavního rozmnožování, 
se označuje jako Bulleromyces albus a nebyla v přírodě nalezena. Naopak v životním stádiu 
anamorfa, kdy se rozmnožuje pouze nepohlavně a nazývá se Bullera alba, se nachází ve volné 
přírodě zcela běžně, přirozeně kolonizuje nadzemní části rostlin. Nalezena také byla ve 
vzduchu a hmyzím trusu v Japonsku, Kanadě, Portugalsku, USA, severní Africe a na Novém 
Zélandě. Při kultivaci na sladinovém agaru vytváří hladké hlenovité kolonie. Buňky jsou 
elipsoidní nebo vejcovité o velikosti 5-11 x 3-6 µm a vyskytují se jednotlivě. Pokud roste 
na glukózovém médiu, pak vytváří tenký film a sediment. Buňky jsou elipsoidní, hruškovité 
nebo cylindrické o velikosti 7-10 x 3-4 µm a mohou se shlukovat do řetízků. Kmeny B. albus 
rostoucí na laktózovém médiu jsou zobrazeny na Obrázku 13 a 14. Využití tohoto 
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mikroorganismu v medicíně nebo zemědělství není známé. Biotechnologický význam spočívá 
především v tom, že u telemorfního stádia byla objevena schopnost produkce 
β- a γ-karotenoidů. Stejnou schopnost má např. kvasinka Rhodotorula glutinis a jejich využití 
je předmětem současného vědeckého výzkumu [7]. 
 
Obrázek 13: Bulleromyces albus (CCY 17-3-35) kultivovaná na laktózovém médiu po dobu 96 hodin 
při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
 
Obrázek 14: Bulleromyces albus (CCY 17-3-37) kultivovaná na laktózovém médiu po dobu 96 hodin 
při teplotě 20 °C. Zvětšeno 600x. 
2.2  Buněčná stěna kvasinek 
     Buněčná stěna kvasinek má silnou a pevnou strukturu, která dává buňce tvar a chrání ji 
před mechanickými vlivy a osmotickým šokem. Buněčná stěna na jedné straně těsně sousedí 
s cytoplazmatickou membránou a na straně druhé interaguje s vnějším prostředím buňky. 
Velkými póry stěny mohou volně procházet všechny sloučeniny kromě vysokomolekulárních 
látek, jako jsou polysacharidy a bílkoviny. V případě napadení hostitelské buňky se stává 
buněčná stěna terčem obranných mechanizmů hostitele, popřípadě antimykotik. Kompletní 
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rozrušení buněčné stěny znamená pro organismus konec života. Buněčná stěna představuje 
asi 20 % hmotnosti buňky a je tvořena z 80 % polysacharidy, především glukany, manany 
a chitinem. Tyto glukany jsou vázány β-(1, 3) a β-(1, 6) vazbami a vytváří kolem buňky 
hustou kovalentní síť vláken. Navíc obsahuje buněčná stěna lipidy, fosfolipidy 
a fosforečnany, které společně s karboxylovými skupinami bílkovin udávají buňce záporný 
náboj. Tento náboj ovlivňuje absorpci látek ze živného prostředí. Syntéza buněčné stěny 
představuje soubor složitých biosyntetických a signálních drah. Na povrchu buněčné stěny 
zůstávají jizvy po pučení, které se jeví jako vyvýšené prstence a dají se barvit primulinem. 
Buněčná stěna má různé funkce, představuje stabilizační prostředí pro enzymy, ovlivňuje 
interakci mezi buňkami a reguluje jejich flokulaci [1], [4], [17]. 
2.3 Kapsulární a akapsulární kmeny rodu Cryptococcus 
     Především zástupci rodu Cryptococcus vytváří kolem svých buněk polysacharidové obaly 
ve formě pouzder. Tato pouzdra lze barvit jodem modře a jsou podobná pouzdrům 
gramnegativních bakterií. Existence polysacharidové kapsuly je v prvé řadě ochranným 
faktorem kvasinky před nepříznivými životními podmínkami, až na druhém místě 
je zabezpečení schopnosti virulence a patogenita těchto kvasinek. [4], [17]. 
     Poprvé byla polysacharidová kapsula izolována v roce 1947 pomocí etanolového srážení 
a byl zjištěn obsah manózy, xylózy, kyseliny glukuronové a galaktózy. Později byla struktura 
lépe analyzována a jako hlavní složky kapsuly jsou označovány glukuronoxylomanan (GXM) 
a galaktoxylomanan (GalXM). Velikost a struktura kapsuly je závislá na poměru zastoupení 
GXM a GalXM a to tak, že čím více GXM kapsula obsahuje, tím je větší. Kmeny, které 
vykazují vysokou produkci GalXM jsou akapsulární. K tvorbě kapsuly dochází buď při 
pučení kvasinek, nebo ji indukuje změna kultivačních podmínek. Polymer GXM obsahuje 
páteř tvořenou β-xylózou a na ní α-1, 3 vázané manózy, dále kyselinu β-1, 2-glukuronovou 
a 6-O-acetylové skupiny. GalXM obsahuje ve své struktuře α-1, 3 glykosidicky vázanou 
manózu, β-1, 4-xylózu, galaktózu, glukózu a kyselinu glukuronovou. Cukry jsou převážně 
ve formě furanóz a tvoří složitá větvení. Další složku buněčné kapsuly tvoří manoproteiny, 
které slouží jako imunomodulátory a určují povrchové lokalizace. Celkem bylo izolováno 
29 druhů extracelulárních proteinů, všechny obsahovaly N-terminální signální sekvence. 
Obsah lipidů v kryptokokální kapsule není podstatný. Přestože buněčná stěna kvasinky není 
považována za součást kapsuly, α-glukan nebo chitin, který je obsažen v buněčné stěně 
se významně podílí na soudržnosti buněčné stěny a kapsuly díky vazbě s GXM [4], [18-22]. 
     Cryptococcus napadá hostitele ve formě dehydratovaných haploidních buněk. Přítomnost 
kryptokokální kapsuly zabezpečuje schopnost virulence mikroorganismu, ovládá fagocytózu, 
je schopna regulovat a inhibovat pohyb leukocytů v buňce hostitele, produkci cytokininů 
a replikaci v makrofázích. Soubor těchto faktorů vede k úplnému vyčerpání organismu 
hostitele [4], [17], [18]. 
     Přestože je kryptokokální kapsula považována za hlavní virulentní faktor, buňky, které 
jsou chráněny kapsulemi, můžeme považovat za méně nebezpečné než buňky akapsulární. 
Akapsulární kmeny jsou schopny svoji kapsuli syntetizovat až po průniku do buňky hostitele, 
kapsulární polysacharidy se proto do tělních tekutin neuvolní hned a imunitní odpověď 
napadeného organismu nastává se zpožděním [4], [21]. 
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2.4 Nároky kvasinek na výživu 
     Kvasinky patří mezi chemoorganotrofní organismy, což znamená, že jako zdroj energie 
pro životní procesy využívají uhlíkaté sloučeniny a nevyžadují přísun slunečního záření. Mezi 
nejčastější zdroje patří šestiuhlíkaté monosacharidy, jako glukóza nebo fruktóza, 
a disacharidy jako sacharóza, maltóza nebo laktóza. Některé kvasinky jsou schopny 
metabolizovat pětiuhlíkaté sloučeniny, jako např. ribózu, alkoholy nebo organické kyseliny. 
Z hlediska nároků kvasinek na kyslík rozlišujeme druhy obligátně aerobní a fakultativně 
anaerobní. Obligátně aerobní kvasinky vyžadují kyslík pro buněčné dýchání a stálý přísun O2 
je pro jejich život nezbytný. Fakultativní anaerobové využívají kyslík při buněčném růstu 
a množení biomasy, za nepřístupu kyslíku zkvašují cukry na etanol. Kvasinky rodu 
Cryptococcus, na které je tato práce zaměřena, cukry nefermentují [17], [23]. 
2.4.1  Laktóza jako zdroj energie kvasinek 
     Laktóza je pro mikroorganismy důležitý, ale ne příliš obvyklý uhlíkatý zdroj energie. 
Okruh mikroorganismů, pro které je možné laktózu použít, je limitován metabolismem 
jedince. Po chemické stránce se jedná o disacharid, označovaný také jako mléčný cukr. 
Je tvořen monosacharidovými jednotkami glukózy a galaktózy, které jsou vázány 
β-1, 4-glykosidickou vazbou [24], [25]. 
     Kvasinky, které aerobně asimilují laktózu, jsou velmi rozšířené, naopak druhy, které jsou 
schopny laktózu fermentovat, jsou spíše vzácné, např. Kluveromyces lactis. U kvasinek 
a vláknitých hub se vyvinuly dvě strategie zpracování laktózy. První možností je 
extracelulární hydrolýza laktózy a následný příjem a zpracování monosacharidových 
podjednotek (glukóza a galaktóza) buňkou. Druhou, mnohem častější variantou 
je intracelulární hydrolýza, kdy buňka přijme kompletní molekulu laktózy a následně 
je disacharid rozložen na monomerní jednotky uvnitř buňky [24], [25]. 
2.5 Enzymová aktivita 
     Enzymy jsou jednoduché nebo složené proteiny, které výrazně ovlivňují průběh 
a charakter chemických reakcí. Enzymatická reakce se uskutečňuje v aktivním místě enzymu 
a spočívá ve snížení aktivační energie chemické reakce, kterou je nutné překonat proto, 
aby reakce proběhla. Základní složkou jsou proteiny, na které se vážou další doplňující 
částice, jako kofaktory a prostetické skupiny. Samotný průběh enzymatické reakce ovlivňuje 
volba vhodného substrátu a kultivačních podmínek. Účinnost enzymů ovlivňuje pH a teplota 
kultivačního prostředí, z průmyslového hlediska je nezbytné zohlednit cenu a dostupnost 
enzymu [26], [27]. 
 
Mikrobiální enzymy lze dělit do kategorií podle různých kritérií: 
 
1. Podle okolností, za kterých se v buňce vyskytují 
 konstitutivní - jsou v buňce přítomny neustále 
 indukovatelné - reagují na přítomnost tzv. induktoru 
 indukovatelné enzymy podléhající represi - reagují na přítomnost tzv. 
induktoru a v závislosti na něm dokáží potlačit některou z metabolických drah 
vedoucí k tvorbě produktu 
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 reprimovatelné enzymy - represe proběhne v případě, že se v okolí buňky 
začnou vyskytovat metabolity vyprodukované na základě dané enzymatické 
reakce 
2. Podle lokalizace v buňce 
 intracelulární – jsou lokalizovány uvnitř buňky 
 extracelulární – jsou produkovány buňkou do vnějšího prostředí 
3. Podle typu katalyzované chemické reakce 
 oxidoreduktázy 
 transferázy 
 hydrolázy 
 lyázy 
 izomerázy 
 ligázy 
      Technologicky nejvýznamnější enzymy produkované kvasinkami jsou hydrolázy [25], 
[26], [28]. 
 
2.6 Glykosidázy 
     Glykosidázy reprezentují pestrou paletu enzymů, které se podílejí na odbourávání, 
popřípadě biosyntéze glykosidů. Tyto enzymy katalyzují hydrolýzu glykosidových vazeb 
mezi cukernými jednotkami a mezi sacharidy a aglykony. Mají značně vyhraněnou 
specificitu, kterou ovlivňuje mnoho faktorů, např. D/L konfigurace substrátu, α/β konfigurace 
anomerního uhlíku substrátu, charakter cukerného kruhu apod. [19]. 
2.6.1 α-galaktosidáza 
     Enzym α-galaktosidáza (α-D-galaktosid-galaktohydroláza, EC 3.2.1.22), triviálně 
melibiáza, patří mezi hydrolázy, které hydrolyzují O-glykosidické vazby takových substrátů, 
které mají na konci řetězce neredukující galaktózovou molekulu. Z galaktooligosacharidů, 
galaktomananů a galaktolipidů odštěpují α-D-glykosidicky vázanou molekulu galaktózy 
za vzniku alkoholu. Enzym se běžně vyskytuje v přírodě, v organismu člověka, živočišných 
i rostlinných buňkách a zastává biologické funkce jako např. komunikaci mezi buňkami, 
transport a zásobování sacharidy a také působí jako protilátka proti půdním bakteriím. 
Jednotlivé α-galaktosidázy syntetizované mikroorganismy se od sebe značně odlišují 
substrátovou specifitou, enzymovou aktivitou, strukturou a dalšími vlastnostmi, jako teplotní 
a pH optimum, termostabilita a kinetické vlastnosti [26], [29], [30].  
2.6.2  β-galaktosidáza 
     β-galaktosidáza (β-D-galaktosid-galaktohydroláza, EC 3.2.1.23), triviálně laktáza, 
katalyzuje hydrolýzu laktózy na glukózu a galaktózu i štěpení galaktózových oligosacharidů 
hydrolýzou terminálních α-D-galaktosidových zbytků. Vyskytuje se jak v rostlinných, 
tak i živočišných materiálech a byla připravena z mikrobního preparátu. Používá se 
v rozpustné formě, ale také imobilizovaně na nosič. Průmyslově se využívá k delaktozaci 
mléka a syrovátky nebo zabraňuje krystalizaci laktózy např. při mražení [26]. 
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2.7 Přístrojová analýza 
2.7.1  UV-VIS spektrometrie 
     Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorpce ultrafialového a viditelného 
záření (200-800 nm) zředěnými roztoky molekul. Samotná analýza spočívá v měření prošlého 
zářivého toku světla z monochromátoru přes křemennou (pro UV) nebo skleněnou 
(pro viditelné světlo) kyvetu se vzorkem. Prošlé záření je zaznamenáno detektorem, kterým 
je nejčastěji fotonásobič, diodové pole nebo polovodičový článek. Pro kvantitativní analýzu 
se ke stanovení koncentrace neznámého vzorku používá odečítání ze stanovené kalibrační 
křivky. Výhodou této metody je její snadnost, rychlost a citlivost. Nevýhodou je, že metoda 
není absolutní, při studiu biopolymerů ji můžeme používat pouze ke srovnávání a její 
výsledky jako podklad pro další analýzu. Důvodem je, že biopolymerní látky mohou 
v průběhu měření měnit konformační uspořádání, podléhají enzymatickým reakcím anebo 
disociují, a výsledná absorbance je pak součtem dílčích absorbancí jednotlivých monomerů 
[31], [32]. 
2.7.2  Biotypizace pomocí MALDI-TOF  
     (MALDI Biotyper Realtime Classification - RTC) 
     MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption/ionization time of flight - matricí 
asistovaná laserová desorpce/ionizace s analyzátorem doby letu) se stala nepostradatelnou 
metodou hmotnostní spektrometrie při obecné a proteinové analýze částic. Výhody této 
metody zahrnují vysokou citlivost, toleranci k roztokům, rychlost získávání dat 
a jednoduchou, přitom robustní instrumentaci. Oproti klasickým biologickým testům 
vykazuje všestrannější použitelnost, přesnost a menší nároky na množství vzorku. Další 
výhodou je časová nenáročnost a poměrně nízká cena. Vhodná je pro analýzu bakterií, plísní, 
kvasinek a jejich proteinů, peptidů, DNA a polysacharidů. Výsledkem analýzy je hmotnostní 
spektrum zkoumaných částic, které se porovnává s modelovými spektry v databázi. 
V přípravné fázi analýzy se požadovaná kolonie přenese přímo na MALDI desku, nechá se 
zaschnout a překryje se vhodnou matricí. Extrakce mikrobiálních, především ribozomálních, 
proteinů je zajištěna přítomností organického rozpouštědla v matrici. Podle druhu 
analyzovaného vzorku volíme vhodnou metodu přípravy - čištění, následné extrakce, volba 
rozpouštědel a matrice. Poté, co proběhne krystalizace matrice, je vzorek připravený 
pro analýzu [33], [34]. 
     Základem MALDI-TOF analýzy je hmotnostní spektrometrie, kdy dojde pomocí laseru 
k ozáření vzorku s matricí, matrice je odpařena do plynné fáze a proběhne tzv. měkká 
ionizace, v průběhu níž jsou uvolněny pozitivně nabité ionty. V tomto procesu je rozhodující 
schopnost matrice absorbovat UV záření a přenášet protony na extrahované proteiny vzorku. 
Proteiny získávají kladný náboj, jsou elektrostaticky urychleny a putují trubicí s rychlostí, 
která je úměrná jejich hmotnosti. Díky rozdílům v molekulové hmotnosti dopadají proteiny 
na detektor v rozdílných časech. Na základě zaznamenané doby letu a definované dráze letu 
lze vypočítat rychlost, kterou protein získal, a tu převést na molekulovou hmotnost [33], [34]. 
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2.7.2.1 Výpočet hodnoty skóre 
    Pro vzájemné porovnávání hmotnostních spekter (naměřeného a referenčního) se využívá 
porovnávací algoritmus, který vypočítá tři základní charakteristiky obou porovnávaných 
spekter [34], [35]. 
1. Vyhodnocení počtu shodných signálů v referenčním a neznámém spektru. Kompletní 
shodu označuje hodnota 1, absolutní neshodu hodnota 0. 
2. Vyhodnocení počtu blízkých signálů v referenčním a neznámém spektru. Kompletní 
shodu označuje hodnota 1, absolutní neshodu hodnota 0. 
3. Výpočet symetrie shodných signálních párů. V případě, že signály s vysokou 
intenzitou v naměřeném spektru odpovídají signálům s vysokou intenzitou 
v referenčním spektru, pak je hodnota symetrie spekter rovna 1. Pokud všechny 
shodné páry signálů nevykazují symetrii, celková hodnota symetrie bude 0. 
     Tyto tři vypočtené hodnoty jsou vzájemně násobeny a normalizovány na hodnotu 1000. 
Hodnota výsledného skóre je dekadický logaritmus výsledku, maximálně tedy číslo 3. Čím 
vyšší je hodnota, tím větší je pravděpodobnost, že se jedná o identický druh a roste 
předpoklad správné klasifikace. Jednoznačně identifikovatelná spektra mají vzájemné skóre 
větší než 2, skóre větší jako 1,8 naznačuje identický druh. S ohledem na specifika rodu 
Cryptococcus (tvorba kapsule a extracelulárních polysacharidů) byly tyto hodnoty sníženy 
na 1,8 a 1,6 [34], [35]. 
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3 CÍL PRÁCE 
    Hlavním cílem práce bylo otestovat růst vybraných kvasinek rodu Cryptococcus 
na laktózovém médiu a jejich produkci α- a β-galaktosidázy; α-galaktosidázy v souvislosti 
s předpokládanou úlohou tohoto enzymu při rearanžování kapsule těchto kvasinek 
a β-galaktosidázy v souvislosti s degradací laktózy jako jediného zdroje uhlíku v kultivačním 
médiu. 
     Druhým cílem této práce bylo prověření vhodnosti laktózového média pro biotypizaci 
kvasinek rodu Cryptococcus hmotnostní spektrometrií. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiály a přístroje 
4.1.1  Chemikálie 
Laktóza, Sigma-Aldrich (Nizozemí) 
Heptahydrát síranu hořečnatého, Lachema-Chemapol (ČR) 
Dihydrogenfosforečnan draselný, Lachema-Chemapol (ČR) 
Kvasnicový autolyzát, Merck KGaA (Německo) 
Síran amonný, Lachema-Chemapol (ČR) 
Heptahydrát síranu železnatého, Lachema (ČR) 
Monohydrát síranu manganatého, Slavus (Slovensko) 
Tetrahydrát heptamolybdenanu hexaamonného, Lachema-Chemapol (ČR) 
Dekahydrát tetraboritanu sodného, Lachema-Chemapol (ČR) 
Pentahydrát síranu měďnatého, Lachema-Chemapol (ČR) 
Bezvodý síran zinečnatý, Spolek pro chemickou a hutní výrobu Národní podnik (ČR) 
Uhličitan sodný, Lachema-Chemapol (ČR) 
Kyselina citrónová, Slavus (Slovensko) 
Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného, Lachema – Chemapol (ČR) 
Paranitrofenyl-α-D-galaktopyranozid, Sigma (Nizozemí) 
Paranitrofenyl-β-D-galaktopyranozid, Sigma (Nizozemí) 
Kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová, Sigma-Aldrich (Nizozemí) 
Kyselina felurová, Fluka analytical, Sigma-Aldrich (Nizozemí) 
Kyselina sinapová, Matrix substance for MALDI-MS, Fluka analytical, Sigma-Aldrich 
(Nizozemí) 
Ethanol, Merck KGaA (Německo) 
Kyselina mravenčí, 98-100%, Merck KGaA (Německo) 
Acetonitril, Merck KGaA (Německo) 
p-nitrofenol, Lach Ner (ČR) 
Destilovaná voda 
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4.1.2  Biologický materiál 
     Kmeny kvasinek pro kultivaci a následná měření byly získány ze Sbírky kultur kvasinek 
(CCY), Chemický ústav SAV Bratislava, Slovensko. Byly použity kmeny: Cr. flavescens 
(17-3-6, 17-3-15, 17-3-29, 17-3-31, 17-3-33, 17-3-38), Cr. laurentii (17-3-2, 17-3-9, 17-3-17, 
17-3-24), Cr. mangnus (17-4-39, 17-4-40), Cr. flavus (17-3-5), Bulleromyces albidus 
(17-3-35, 17-3-37), Cr. victorie (17-3-26), Cr. carnescens (17-3-13) a Cr. saitoi (17-3-18).  
4.1.3  Přístroje 
Spektrofotometr Jenway 6305 Spectrophotometer, Jenway (Velká Británie) 
Mikroskop Nikon ECLIPSE 80i, Nikon Instruments Europe BV (Nizozemí) 
Třepačka IKA HS 260 basic (Německo) 
Třepačka BIOSAN TS-100 Thermo shaker, (USA) 
Hmotnostní spektrometr MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme, Brüker, Daltonik GmbH s MTP 
384 Target Plate Polished Steel TF, Brüker, Daltonik GmbH (Německo) 
Očkovací box Telsar Biostar, Telstar (Španělsko) 
Centrifuga Eppendorf Minispin, Eppendorf AG (Německo) 
Vortex mixer K (VM-300), Gemmy industrial corporation (Taiwan) 
Analytické váhy ABT 120-4M, Kern & Sohn GmbH (Německo) 
Předvážky PLE 200-3, Kern & Sohn GmbH (Německo) 
Autokláv Vaspoteri, Brněnská medicínská technika (ČR) 
pH metr, inoLab pH 720, Merci s.r.o (ČR) 
Stopky HP Z400 Workstation, HP (USA) 
4.1.4  Pracovní pomůcky 
Mikropipety Eppendorf research (100-1000 µl, 10-100 µl), Eppendrf AG (Německo) 
Mikropipeta Autoclavable Nichipipet EX (0,1-2 µl), Nichiryo co., LTD (Japonsko) 
Bürkerova komůrka, Marienfeld (Německo) 
L-zkumavky 
Mikrozkumavky Eppendorf-čirá s uzávěrem (1,5 a 2 ml), Eppendrf AG (Německo) 
Špičky modré (200-1000 µl), Sarstedt (Německo) 
Špičky žluté (10-200 µl), Sarstedt (Německo) 
Špičky bezbarvé (0,1-10 µl), Sarstedt (Německo) 
Stojan na zkumavky 
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Stojan na mikrozkumavky Eppendorf 
Odměrné a běžné laboratorní sklo 
Křemenná kyveta 
Krycí skla 
4.2 Použité roztoky a jejich příprava 
4.2.1  Laktózové médium 
     Na přípravu 500 ml laktózového média byly použity chemikálie uvedené v Tabulce 1. 
Všechny složky byly rozpuštěny ve 400 ml vody, poté bylo přidáno 0,5 ml roztoku 
s mikroelementy, jehož složení ukazuje Tabulka 2. Směs byla doplněna na celkový objem 
500 ml a míchaná na automatické míchačce po dobu 10 min. Objem 10 ml tohoto média byl 
napipetován do L-zkumavek, které byly následně sterilizovány v autoklávu při 110 °C 
po dobu 60 min. 
  Tabulka 1: Složení 500 ml laktózového média.    
Chemikálie Množství [g] 
laktóza 10,0 
MgSO4·7H2O 0,50 
KH2PO4 0,25 
kvasnicový autolyzát 2,50 
(NH4)2SO4 1,50 
 
 Tabulka 2: Složení 100 ml roztoku s mikroelementy. 
 
 
 
 
 
4.2.2  Roztoky použité pro stanovení enzymové aktivity 
4.2.2.1 Roztok uhličitanu sodného 
     Na předvážkách bylo naváženo 8 g uhličitanu sodného, který byl rozpuštěn ve 200 ml 
destilované vody. Připravený 4% roztok byl umístěn na míchačku a byl míchán asi 30 min, 
dokud se uhličitan zcela nerozpustil. 
Chemikálie Množství [mg] 
FeSO4·7H2O 100,0 
MnSO4·H2O 10,5 
(NH4)6Mo7O24·4H2O 7,2 
Na2B4O7·10H2O 35,2 
CuSO4·5H2O 6,0 
ZnSO4 65,6 
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4.2.2.2 Pufr citran-fosforečnan dle Mc Ilvaineho (pH 4,8) 
     Byl připraven roztok 0,1 mol·dm-3 kyseliny citronové rozpuštěním 21,01 g krystalické 
kyseliny citronové v 1 litru destilované vody. Dále byl připraven 0,2 mol·dm-3 roztok 
středního fosforečnanu sodného, kdy bylo rozpuštěno 71,63 g jeho dodekahydrátu 
(Na2HPO4∙12 H2O) v 1 litru destilované vody.  
     Do kádinky bylo odměřeno 49,6 ml roztoku středního fosforečnanu sodného a byla 
vložena elektroda pH-metru. Roztok fosforečnanu vykazoval alkalické pH, postupným 
přiléváním roztoku kyseliny citronové bylo za stálého míchání dosaženo hodnoty pH 4,8. 
Výsledný pufr byl rozdělen do 5 lahviček a zamražen. 
4.2.2.3 1% roztok PNP-α/β-galaktopyranozidu ve vodě 
Substráty pro stanovení aktivity α-galaktosidázy a β-galaktosidázy, p-nitrofenol-α-D-
galaktopyranozid a  p-nitrofenol-β-D-galaktopyranozid, byly připraveny rozpuštěním 100 mg 
příslušné látky v 10 ml destilované vody za současného míchání. Substráty byly skladovány 
v mrazáku při teplotě -20 ºC.  
4.2.3  Roztoky pro měření kalibrační závislosti p-nitrofenolu 
4.2.3.1 Pufr citran-fosforečnan dle Mc Ilvaineho (pH 4,8) (viz. 4.2.2.2) 
4.2.3.2 1 mM roztok p-nitrofenolu 
     Bylo rozpuštěno 13,9 mg krystalického p-nitrofenolu v 1 litru destilované vody. 
Rozpouštění probíhalo za pozvolného zahřívání na míchačce. 
4.2.4  Roztoky pro biotypizaci 
4.2.4.1 Matrice 1 pro biotypizaci 
     V 500 µl acetonitrilu bylo rozpuštěno 10 mg·ml-1 kyseliny α-kyano-4-hydroxyskořicové 
a přidáno 250 µl 10% trifluoroctové kyseliny a 250 µl destilované vody. 
4.2.4.2 Matrice 2 pro biotypizaci 
     Byl připraven roztok kyseliny felurové a kyseliny sinapové. Množství 10 mg kyseliny 
felurové a 30 mg kyseliny sinapové bylo rozpuštěno v 500 µl acetonotrilu, bylo přidáno 
250 µl 10% kyseliny trifluoroctové a 250 µl destilované vody. Poté byly oba roztoky smíseny 
v poměru 1:1. 
4.2.5   Příprava a kultivace mikroorganismů 
4.2.5.1 Příprava kmenů pro kultivaci 
Byly použity 3 sady kmenů kvasinek, každá sada obsahovala 6 kmenů ze sbírky: 
CCY 17-3-2  CCY 17-3-29  CCY 17-3-6 
CCY 17-3-5  CCY 17-3-31  CCY 17-3-9 
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CCY 17-3-13  CCY 17-3-33  CCY 17-3-15 
CCY 17-3-18  CCY 17-3-37  CCY 17-3-17 
CCY 17-3-26  CCY 17-3-38  CCY 17-3-24 
CCY 17-3-35  CCY 17-4-39  CCY 17-4-40 
      Ze zkumavek, kde kvasinky rostly na sladině, bylo sterilně odebráno po 3 očkách 
do sterilizované vody. Následně bylo odebráno 20 µl vzorku vody s obsahem buněk 
do Bürkerovy komůrky a pod světelným mikroskopem byl stanoven počet buněk v 15 polích. 
Z těchto údajů byl určen aritmetický průměr počtu kvasinek na jedno pole a vypočítán obsah 
buněk v 1 ml vzorku.   
4.2.5.2 Přenesení kvasinek na laktózové médium 
     Pro zahájení kultivace bylo nezbytné, aby počáteční koncentrace buněk přenesená 
na laktózové médium byla pro všechny kmeny stejná, a to 1,2·106 buněk v 1 ml vzorku. 
Výpočtem v závislosti na nejméně koncentrovaném roztoku byly stanoveny objemy, které 
byly přeneseny ze sterilní vody do L-zkumavek na laktózu. Veškerá počáteční očkování 
a odběry byly prováděny ve sterilním prostředí očkovacího boxu. 
4.2.5.3 Podmínky kultivace 
     Všechny kmeny mikroorganismů byly kultivovány na laktózovém médiu, při teplotě 20 °C 
za stálého protřepávání na třepačce při 120 ot/min a s přirozeným zdrojem světla. Živné 
médium bylo předem vysterilizováno v autoklávu při 110 °C  po dobu 60 min. Kultivace 
probíhala vždy po dobu 96 hodin. Výjimku v době kultivace tvořily druhy Cr. flavus, 
Cr. carnescens, Cr. saitoi a Cr. victorie, které zpočátku nevykazovaly téměř žádnou aktivitu, 
proto byla kultivační doba prodloužena o 48 hodin. 
4.3 Metody 
4.3.1  Počítání buněk v Bürkerově komůrce 
     V průběhu kultivace byla vždy po 24 hodinách stanovena koncentrace buněk v 1 ml 
vzorku laktózového média. Sterilně byl odebrán 1 ml vzorku laktózového média 
do mikrozkumavky. Podle stádia růstu pak byly vzorky 10x až 100x ředěny. Z odebraného 
materiálu bylo pipetováno 20 µl do Bürkerovy komůrky a ta byla umístěna pod mikroskop.  
    Při počítání byla využita pouze velká pole  Bürkerovy komůrky o ploše 1 mm2 a počítány 
byly pouze ty buňky, které ležely výhradně uvnitř pole, aby bylo zamezeno chybě dvojího 
počítání. Z buněk nacházejících se na 15 polích byl určen aritmetický průměr a pomocí vzorce 
a konstanty Bürkerovy komůrky (250 000) byla vypočtena koncentrace buněk v 1 ml vzorku. 
4.3.2  Stanovení kalibrační křivky p-nitrofenolu 
     Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit zásobní roztok p-nitrofenolu (PNP) 
o koncentraci 1·10-6 mol·dm-3. Zásobní roztok byl 10x zředěný, a to tak, že 5 ml tohoto 
roztoku bylo v kádince smíseno s 45 ml destilované vody. Zředěný roztok byl poté pipetován 
do zkumavek, čímž byla připravena kalibrační řada PNP o látkovém množství 5, 10, 15, 20 
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a 25 µmol. Do zkumavek bylo přidáno 175 µl 50·10-3 mol·dm-3 citrát-fosfátového pufru 
a zkumavky byly 10 minut inkubovány při 37 °C. Závěrem byl přidán 1 ml 4% Na2CO3 
a následně byla na spektrofotometru proměřena absorbance roztoků při vlnové délce 410 nm. 
Složení roztoků pro kalibraci p-nitrofenolu je v Tabulce 3 a kalibrační křivka je zobrazená na 
Obrázku 15. 
Tabulka 4: Složení roztoků pro kalibraci p-nitrofenolu 
n PNP (µmol) 5 10 15 20 25 blank 
1·10-3 mol·dm-3 PNP (µl) 5 10 15 20 25 0 
voda (µl) 20 15 10 5 0 25 
citrát-fosfátový pufr (µl) 175 175 175 175 175 175 
Na2CO3 (µl) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 
 
 
Obrázek 15: Kalibrační křivka p-nitrofenolu 
4.3.3 Spektrofotometrické stanovení enzymové aktivity α-galaktosidázy 
a β-galaktosidázy 
     Z L-zkumavek s naočkovanými kvasinkami na laktózovém médiu bylo ve 24 hodinových 
intervalech z každého kmene sterilně odebráno 500 µl vzorku do mikrozkumavky. V těchto 
vzorcích byla poté stanovena spektrofotometricky enzymová aktivita α-galaktosidázy 
a β-galaktosidázy. 
     Z odebraných vzorků byla připravena reakční směs pro enzymovou reakci 
s p-nitrofenol-α-D-galaktopyranozidem jako substrátem pro α-galaktosidázu a s p-nitrofenol-
β-D-galaktopyranozidem jako substrátem pro β-galaktosidázu. Z každého kmene bylo 
odebráno 50 µl vzorku do mikrozkumavek, bylo přidáno 175 µl citrát-fosfátového pufru. 
Do referenčních zkumavek se přidal 1 ml 4% uhličitanu sodného a 25 µl substrátu 
(p-nitrofenol-α-D-galaktopyranozidu / p-nitrofenol-β-D-galaktopyranozidu). Do série pro 
enzymovou reakci bylo přidáno 25 µl substrátu (p-nitrofenol-α-D-galaktopyranozidu/ 
p-nitrofenol-β-D-galaktopyranozidu). V okamžiku přidání substrátu byly spuštěny stopky 
na 30 minut. Zkumavky byly umístěny na třepačku a reakce probíhala při teplotě 37 °C. 
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Po uplynutí reakční doby byl do mikrozkumavek napipetován 1 ml 4% uhličitanu sodného 
k zastavení reakce a odbarvení uvolněného PNP vlivem změny pH na alkalické. 
Mikrozkumavky se vzorky byly umístěny do centrifugy na 30 sekund při 12 000 otáčkách. 
Absorbance supernatantů byla měřena při vlnové délce 410 nm.  
4.3.4  Biotypizace 
     Pro přípravu vzorků na biotypizaci bylo odebráno 300 µl nebo 1 ml laktózového média 
s buňkami z L-zkumavek. Vhodnost laktózového média pro biotypizaci byla testována pro 
všechny kmeny různými metodami s použitím dvou různých matric na MALDI desce. 
4.3.4.1 První metoda biotypizace 
     Do mikrozkumavky bylo odebráno 300 µl laktózového média s buňkami a bylo přidáno 
900 µl etanolu. Mikrozkumavka se vzorkem byla centrifugována po dobu 2 min 
při 10 000 otáčkách, poté byl odebrán supernatant, znovu proběhla centrifugace a odběr 
zbytku supernatantu. K sedimentu buněk bylo přidáno 100 µl 70% kyseliny mravenčí 
a po homogenizaci ještě 100 µl acetonitrilu. V roztoku probíhala reakce po dobu 30 min, poté 
byla opakována centrifugace a 1 µl supernatantu byl přenesen na MALDI desku. Vzorek byl 
překryt matricí 1 (viz. část 4.2.4.1) a po krystalizaci matrice bylo provedeno měření 
na MALDI-TOF v lineárním pozitivním modu.  
4.3.4.2 Druhá metoda biotypizace 
     Do mikrozkumavky bylo odebráno 300 µl laktózového média s buňkami a bylo přidáno 
900 µl etanolu. Mikrozkumavka se vzorkem byla centrifugována po dobu 2 min 
při 10 000 otáčkách, poté byl odebrán supernatant, znovu proběhla centrifugace a odběr 
zbytku supernatantu. K sedimentu buněk bylo přidáno 100 µl 70% kyseliny mravenčí 
a po homogenizaci ještě 100 µl acetonitrilu. V roztoku probíhala reakce po dobu 30 min, poté 
byla opakována centrifugace a 1 µl supernatantu byl přenesen na MALDI desku. Vzorek byl 
překryt matricí 2 (viz. část 4.2.4.2) a po krystalizaci matrice bylo provedeno měření 
na MALDI-TOF v lineárním pozitivním modu.  
4.3.4.3 Třetí metoda biotypizace 
     Do mikrozkumavky byl odebrán 1 ml laktózového média s buňkami a tento vzorek byl 
7x promyt, tj. vzorek byl centrifugován 2 min při 14 000 otáčkách, byl odebrán supernatant 
a byl přidán 1 ml destilované vody. Po promytí bylo přidáno 50 µl matrice 2 (viz. část 4.2.4.2) 
a směs po homogenizaci reagovala 30 minut. Po uplynutí doby reakce byla směs 
centrifugována a 1 µl supernatantu byl nanesen na MALDI desku. Po krystalizaci matrice 
bylo provedeno měření na MALDI-TOF v lineárním pozitivním modu. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSE 
5.1 Cryptococcus laurentii 
     Růst kvasinek Cr. laurentii na laktózovém médiu se nejvýrazněji projevil do 48 hodin 
od počátku kultivace. Výjimkou je typový kmen CCY 17-3-2, který na laktózovém médiu 
rostl výrazně pomaleji. Průběh kultivace jednotlivých kmenů ukazuje obrázek růstových 
křivek (Obrázek 16).  
 
Obrázek 16: Růstové křivky kmene Cryptococcus laurentii kultivovaného na laktózovém médiu po 
dobu 96 hodin 
     Typový kmen vykazoval nejvyšší hodnotu aktivity α- i β-galaktosidáz, a to jak v 1 ml 
média (Obrázek 17), tak i po přepočtu aktivity na biomasu reprezentovanou 1·1010 buněk 
(Obrázek 18, 20). V případě přepočtu aktivity na biomasu byla tato nejvyšší pozorována 
po 24 hodinách kultivace. Naměřené aktivity odpovídaly pouze aktivitě na povrchu buněk, 
protože po odcentrifugování buněk byly aktivity v kultivačním médiu nulové. U ostatních 
kmenů byla aktivita β-galaktosidázy pozorována až v pozdějších fázích kultivace, kdy již 
mohly být výsledky ovlivněny lyzí buněk (Obrázek 19, 20). Rozdíly mezi typovým kmenem 
a ostatními byly zjištěny i při biotypizaci těchto kmenů. (Obrázek 41, Příloha). 
 
Obrázek 17: α-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
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Obrázek 18: α-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
 
 
Obrázek 19: β -galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
 
 
Obrázek 20: β-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
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5.2 Cryptococcus flavescencs 
      Všechny testované kmeny vykazují po 48 hodinách poměrně vysokou α-galaktosidázovou 
aktivitu (Obrázek 22, 23). Po 24 hodinách byla naměřena vysoká β-galaktosidázová aktivita 
u kmene CCY 17-3-31, čímž se výrazně odlišil od ostatních Cr. flavescens (Obrázek 24, 25). 
Biotypizace hmotnostní spektrometrií také naznačuje rozdíl mezi tímto kmenem a ostatními 
testovanými kmeny Cr. flavescens rostoucími na laktózovém médiu (Obrázek 41, Příloha). 
Produkce β-galaktosidázy neovlivnila pozitivně růst tohoto kmene na laktózovém médiu. 
(Obrázek 21).  
 
Obrázek 21: Růstové křivky kmene Cryptococcus flavescens kultivovaného na laktózovém médiu po 
dobu 96 hodin 
 
Obrázek 22: α-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
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Obrázek 23: α-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
 
 
Obrázek 24: β-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
 
 
Obrázek 25: β-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
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5.3 Cryptococcus magnus 
     Růst kmenů Cr. magnus na laktózovém médiu (Obrázek 26) je srovnatelný s nejpomaleji 
rostoucími kmeny Cr. flavescens CCY 17-3-6 nebo CCY 17-3-29 (Obrázek 21).  
 
Obrázek 26: Růstové křivky kmene Cryptococcus magnus kultivovaného na laktózovém médiu po dobu 
96 hodin 
     Produkce galaktosidázových aktivit se liší v závislosti na kmeni. Vyšší produkci 
α-galaktosidázy vykazoval kmen CCY 17-4-39 (Obrázek 27, 28), a to po 48 hodinách 
od počátku kultivace (Obrázek 28). Kmen CCY 17-4-40 vykazoval vyšší β-galaktosidázovou 
aktivitu (Obrázek 29, 30), maxima dosahovala po 72. hodině růstu (Obrázek 30). 
 
Obrázek 27: α-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
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Obrázek 28: α-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
 
 
Obrázek 29: β-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
 
 
Obrázek 30:β -galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
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5.4 Další druhy rodu Cryptococcus 
     Z vybraných zástupců druhů Cr. flavus (CCY 17-3-5), Cr. carnescens (CCY 17-3-13), 
Cr. saitoi (CCY 17-3-18) a Cr. victorie (CCY 17-3-26) laktózové médium nejvíce 
vyhovovalo kmeni Cr. carnescens, a to i přes nezvykle dlouhou dobu adaptační fáze na toto 
médium (Obrázek 31).  
 
Obrázek 31: Růstové křivky ostatních druhů Cryptococcus kultivovaných na laktózovém médiu po 
dobu 96 hodin 
 
     Enzym α-galaktosidáza byl produkován pouze Cr. victoriae a Cr. carnescens (Obrázek 
32, 33), přičemž po přepočtu na biomasu vykazoval vyšší aktivitu Cr. victoriae (Obrázek 33). 
Stejně jako v případě předešlých druhů nebyl nalezen vztah mezi produkcí galaktosidáz 
a tvorbou biomasy, protože např. nejvyšší aktivitu β-galaktosidázy schopné štěpit laktózu 
vykazoval Cr. flavus (Obrázek 34, 35), přitom na tomto médiu měl nejslabší růst (Obrázek 
31). 
 
Obrázek 32: α-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
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Obrázek 33: α-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
 
 
Obrázek 34: β-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
 
 
Obrázek 35: β-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
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5.5 Bulleromyces albus 
     Sekvenovaný kmen CCY 17-3-35 vykazoval výrazně opožděný růst na laktózovém médiu 
v porovnání s kmenem CCY 17-3-37 (Obrázek 36). 
 
Obrázek 36: Růstové křivky kmene Bulleromyces albus kultivovaného na laktózovém médiu po dobu 
96 hodin 
     U kmene CCY 17-3-37 byly pozorovány prokazatelně vyšší aktivity obou galaktosidáz 
(Obrázek 37, 38, 39, 40), což výjimečně koreluje s růstem kmene na laktózovém médiu. 
Bulleromyces albus byly testované společně s rodem Cryptococcus z toho důvodu, 
že vykazují podobné vlastnosti a často dochází k záměně těchto kmenů. Přes výrazný rozdíl 
v růstu kmenů na laktózovém médiu i v produkci galaktosidáz, biotypizace hmotnostní 
spektrometrií potvrdila jejich zařazení k jednomu druhu (Obrázek 41, Příloha). 
 
Obrázek 37: α-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
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Obrázek 38: α-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
 
Obrázek 39: β-galaktosidázová aktivita buněk v 1 ml kultivačního média 
 
Obrázek 40: β-galaktosidázová aktivita na povrchu 1·1010 buněk 
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5.6 Shrnutí výsledků růstu kvasinek rodu Cryptococcus na laktózovém 
médiu a jejich produkce galaktosidáz 
Shrnutí výsledků diskutovaných v bodech 5.1-5.4 zobrazuje Tabulka 5. 
Tabulka 5: Shrnutí výsledků růstu kvasinek rodu Cryptococcus na laktózovém médiu a jejich produkce 
galaktosidáz 
Druh Kmen 
Růst na 
laktózovém 
médiu 
-galaktosidázová 
aktivita 
-galaktosidázová 
aktivita 
Cr. laurentii 
CCY 17-3-9 +++ + + 
CCY 17-3-17 +++ + + 
CCY 17-3-24 +++ + + 
CCY 17-3-2 ++ +++ ++ 
Cr. flavescens 
CCY 17-3-6 ++ ++++ + 
CCY 17-3-15 +++ +++ + 
CCY 17-3-29 ++ ++ - 
CCY 17-3-31 +++ +++ ++ 
CCY 17-3-33 +++ +++ + 
CCY 17-3-38 +++ ++ + 
Cr. magnus 
CCY 17-4-39 ++ + + 
CCY 17-4-40 ++ + + 
Cr. flavus CCY 17-3-5 ++ - ++ 
Cr. carnescens CCY 17-3-13 ++++ + + 
Cr. saitoi CCY 17-3-18 +++ - - 
Cr. victorie CCY 17-3-26 +++ + + 
Bulleromyces 
albidus 
CCY 17-3-35 + + - 
CCY 17-3-37 ++ + + 
Aktivity: 
-  0 pmol.min-1∙10-10 buněk   ++++ více jako 300 pmol.min-1.10-10 buněk 
+ 0.1-19.9 pmol.min-1∙10-10 buněk   
++  20-99.9 pmol.min-1∙10-10 buněk 
+++  100-300 pmol.min-1∙10-10 buněk 
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     Z tabulky vyplývá, že se nepodařilo najít korelaci mezi růstem kvasinek rodu 
Cryptococcus na laktózovém médiu a jejich produkcí -galaktosidáz vázaných na povrchu 
buňky. Výsledky také naznačují, že druhy Cr. flavescens by mohly být obecně producenty 
-galaktosidázy. Tento enzym je v případě kmenů CCY 17-3-6 a 17-3-29 indukován 
laktózovým médiem [21] podobně, jako bylo popsáno u jiných kvasinek [36], [37] 
a některých hub [38]. Nízká produkce tohoto enzymu ostatními kapsulárními kvasinkami 
popírá předpokládanou všeobecnou úlohu -galaktosidázy při rearanžování kryptokokální 
kapsuly [21].  
 
5.7 Biotypizace kvasinek hmotnostní spektrometrií 
     Pro biotypizaci kvasinek rodu Cryptococcus rostoucích na laktózovém médiu byly použity 
tři metody přípravy vzorků, které byly vzápětí měřené pomocí hmotnostní spektrometrie. 
Z těchto tří metod se jevila jako nejlepší ta, která byla tvořena sedminásobným promýváním 
buněk vodou a jako matrice byla použita směs SA:FA. Aplikací této metody byla získána 
poměrně kvalitní spektra, která byla vhodným podkladem pro normalizaci pomocí programu 
Biotyper, a to pro všechny testované kmeny s výjimkou kmene CCY 17-3-38. Porovnaná 
normalizovaná čárová spektra kmenů jsou součástí Přílohy. 
Na základě podobností čarových spekter získaných hmotnostní spektrometrií byl pomocí 
programu Biotyper sestaven dendrogram naznačující zařazení kmenů do druhů a příbuznost 
jednotlivých druhů rodu Cryptococcus (Obrázek 41). 
 
 
Obrázek 41: Dendrogram kvasinek rodu Cryptococcus rostoucím na laktózovém médiu 
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     Fylogenetická větev A je podle očekávání tvořena skupinou kmenů Cr. flavenscens, 
přestože kmeny CCY 17-3-25 a  CCY 17-3-33 mají nízké skóre, které nepotvrzuje příslušnost 
k jednomu druhu. Vzhledem k tomu, že příslušnost těchto kmenů k jednomu druhu byla již 
jednoznačně prokázána při kultivaci na sladinovém médiu [39], poukazují tyto výsledky 
na nevhodnost použití laktózového média pro metody biotypizace. V této skupině je zařazen 
také Cr. flavus, jehož skóre správně odpovídá jinému kmenu. 
     Fylogenetickou větev B tvoří pouze kmen Cr. victorie, což se projevilo i na skóre mezi 
tímto kmenem a kmeny z ostatních skupin. Při správném uspořádání by se měl tento kmen 
nacházet v dendrogramu v blízkosti kmene Cr. carnescens, protože oba patří 
do II. fylogenetické skupiny Cr. laurentii. 
     Fylogenetická větev C se dělí na další dvě podvětve. Jedna překvapivě obsahuje zároveň 
kmen Cr. magnus a akapsulární kmen Cr. flavescens. Druhá větev obsahuje další Cr. magnus, 
správně umístěné dva kmeny Bulleromyces albus a po jednom kmeni Cr. carnescens 
a Cr. saitoi. Při vyhodnocování porovnaných čarových spekter bylo zjištěno, že skóre mezi 
kmeny Cr. magnus CCY 17-4-39 a CCY 17-4-40 je 1,925 a skóre mezi kmeny CCY 17-4-39 
a CCY 17-3-6 pouze 1,019. V případě, že je skóre porovnávaných spekter vyšší jako 1,8, 
program Biotyper poukazuje na to, že se jedná o identický druh mikroorganismu. Není tedy 
zcela jasné, proč byly na jednu podvětev umístěny kmeny s nižší vzájemnou podobností 
spekter, a ty kmeny, které mají vyšší skóre, byly rozděleny do dvou podvětví. Na základě této 
nejasnosti proběhly pokusy vytvořit dendrogam podle všech variant, které program Biotyper 
nabízí, přesto se nepodařilo problém eliminovat. 
     Poslední větev D je tvořena pouze kvasinkami Cr. laurentii. Typový kmen CCY 17-3-2 
měl při biotypizaci výrazně odlišné spektrum od ostatních kmenů. Tento jev byl pozorován 
také při kultivaci na sladinovém agaru [39]. 
     Obecně nelze laktózové médium považovat za vhodné pro biotypizaci, protože některé 
kmeny na něm rostly výrazně pomalu. Kmeny, které byly kultivovány na jiných médiích, jako 
je sladina [39] nebo YPG poskytovaly lepší a reprodukovatelnější čarová spektra. Spektra 
získaná po kultivaci na laktóze se navíc vyznačovala nižším skóre1 při vzájemném 
porovnávání nutném pro jednoznačné určení druhu (Příloha), což u jiných médií pozorováno 
nebylo. Navíc ani dělení v rámci skupiny Cr. laurentii [8], [9], podle kterého se druhy 
I. fylogenetické skupiny Cr. laurentii (větev D) a Cr. flavescens (větev A, C) a druhy 
II. fylogenetické skupiny Cr. carnescens (větev C) a Cr. victorie (větev B) nacházejí na 
identických větvích, pozorováno nebylo (Obrázek 41). V dendrogramu byl i jeden z kmenů 
Cr. magnus přiřazen k akapsulárnímu kmeni Cr. flavescens, přestože ten druhý vykazoval 
spíše podobnost s kmeny Bulleromyces albus. Tato fakta potvrzují nevhodnost laktózového 
média pro biotypizaci kvasinek rodu Cryptococcus. 
  
                                                 
1 Jednoznačně identifikovatelná spektra mají vzájemné skóre větší než 2, skóre větší jako 1,8 
naznačuje identický druh. S ohledem na specifika rodu Cryptococcus (tvorba kapsule 
a extracelulárních polysacharidů) bylo navrhnuto, aby byly tyto hodnoty sníženy na 1,8 a 1,6 
[35]. 
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6 ZÁVĚR 
     Cílem práce bylo v prvé řadě otestovat růst kvasinek rodu Cryptococcus na laktózovém 
médiu a indukci α- a β-galaktosidázy tímto médiem. Aktivita α-galaktosidázy byla měřena 
v souvislosti s její předpokládanou všeobecnou úlohou při rearanžování kryptokokální 
kapsuly. Aktivita β-galaktosidázy byla měřena kvůli schopnosti degradace laktózy jako 
jediného uhlíkatého zdroje v kultivačním médiu. 
     Každý testovaný kmen kvasinek rodu Cryptococcus ze Sbírky kultur kvasinek (CCY) 
byl kultivován po dobu 96 hodin v tekutém laktózovém médiu. V průběhu kultivace byl 
stanovován počet buněk v médiu a byla měřena enzymová aktivita α- a β-galaktosidázy. 
Z porovnání růstových křivek jednotlivých kmenů lze usoudit, že laktózové médium není 
vhodným kultivačním médiem pro všechny kvasinky rodu Cryptococcus, protože některé 
kmeny na něm rostly výrazně pomalu (CCY 17-3-29, CCY 17-3-5, CCY 17-3-26, 
CCY 17-3-35) nebo vykazovaly dlouhou adaptační fázi (CCY 17-3-2, CCY 17-3-6). 
Při porovnání růstových křivek a grafů popisujících aktivitu povrchové β-galaktosidázy 
měnící se během doby kultivace bylo zjištěno, že mezi nimi není žádná blíže specifikovatelná 
závislost a výsledky tak nepotvrdily ani očekávaný vliv produkce tohoto enzymu na růst 
kmene, ani předpokládaný nárůst produkce β-galaktosidázy vlivem kultivace na laktóze. 
Nejlepší růst na laktóze vykazoval kmen Cr. carnescens CCY 17-3-13, který vykazoval 
na svém povrchu velmi nízké aktivity tohoto enzymu. Lze jen předpokládat, že tento enzym 
je obsažen v cytosolu a dochází tedy k intracelulární degradaci laktózy, což následně 
umožnuje růst kvasinek. Tento předpoklad musí být ovšem experimentálně potvrzen. 
Relativně zvýšené množství tohoto enzymu bylo na povrchu kvasinek pozorováno 
jen v případě typového kmene Cr. laurentii CCY 17-3-2, kmene Cr. flavescens CCY 17-3-31 
a Cr. flavus CCY 17-3-5. 
     Stejně tak produkce α-galaktosidázy kapsulárními kmeny se značne lišila, což vylučuje 
všeobecný vliv tohoto enzymu na přestavbu a degradaci ochranné kryptokokální kapsuly. 
Výjimku tvořily pouze kmeny Cr. flavescens, které lze obecně považovat za producenty 
povrchové α-galaktosidázy indukované laktózovým médiem. V ostatních případech byla 
produkce tohoto enzymu záležitostí jednotlivého kmene, ne všeobecně druhu, jako tomu bylo 
v případě typového kmene Cr. laurentii. Obdobná indukce byla ovšem pozorována i u jiných 
kvasinek nebo hub a jakoukoliv souvislost s kapsulí lze tedy vyloučit. 
     V souvislosti se zvoleným kultivačním médiem bylo druhým cílem práce otestovat 
vhodnost laktózového média pro biotypizaci kvasinek rodu Cryptococcus hmotnostní 
spektrometrií. Naměřená čárová hmotnostní spektra vykazují při vzájemném porovnání nízké 
podobnostní skóre, takže není možné spolehlivě určit, o jaký druh se jedná. Tento jev při 
kultivaci na jiných médiích, jako sladinový agar nebo YPG, pozorován nebyl. Taktéž dělení 
zástupců rodu Cryptococcus podle fylogenetických linií nebylo programem Biotyper 
provedeno správně a i blízce si příbuzné kmeny byly zařazeny na odlišné vývojové větve. 
Výsledky testování tak řadí laktózu k nevhodným médiím pro biotypizaci mikroorganismů 
hmotnostní spektrometrií. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
AIDS   Syndrom získaného selhání imunity 
B.   Bulleromyces 
CBS Databáze kvasinek, CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre, 
An institute of the  Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences 
Utrecht, Nizozemí 
CCY   Sbírka kultur kvasinek, CHÚ SAV, Bratislava, Slovensko 
Cr.   Cryptococcus 
D1/D2 Doména genu 26S rRNA 
DNA Deoxyribonukleová kyselina 
EC The Enzyme Commission number 
GalXM  Galaktoxylomanan 
GXM   Glukuronoxylomanan 
HIV   Virus lidské imunitní nedostatečnosti 
ITS Internal transcibed spacer 
MALDI-TOF  Matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace s analyzátorem doby letu 
PCR   Polymerázová řetězová reakce 
PNP   p-nitrofenol 
RNA Ribonukleová kyselina 
rRNA Ribozomální ribonukleová kyselina 
RTC Realtime Classification 
SA:FA Sinapová kyselina : felurová kyselina 
UV-VIS  Ultrafialová-viditelná spektrometrie   
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10 PŘÍLOHA 
Biotypizace kvasinek hmotnostní spektrometrií - porovnání čárových spekter kmenů 
Fylogenetická větev A 
 
Obrázek 42: Porovnání kmenů CCY 17-3-15 s CCY 17-3-33 (vzájemné skóre 2,630) – vlevo, 
 a s CCY 17-3-29 (vzájemné skóre1,319) – vpravo 
 
 
Obrázek 43: Porovnání kmene CCY 17-3-15 s CCY 17-3-31 (vzájemné skóre 0,649)- vlevo, 
 a s CCY 17-3-5 (vzájemné skóre 0,742) – vpravo 
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Fylogenetická větev B 
 
Obrázek 44: Porovnání kmene CCY 17-3-26 s CCY 17-3-29 (vzájemné skóre 0,624) - vlevo, 
a s CCY 17-3-17 (vzájemné skóre 0) – vpravo 
 
 
Obrázek 45: Porovnání kmene CCY 17-3-26 s CCY 17-3-2 (vzájemné skóre 0) – vlevo,  
a s CCY 17-3-29 (vzájemné skóre 0,619) - vpravo 
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Obrázek 46: Porovnání kmene CCY 17-3-26 s CCY 17-3-35 (vzájemné skóre 0) – vlevo,  
a s CCY 17-3-6 (vzájemné skóre 0,160) - vpravo 
  
 
Obrázek 47: Porovnání kmene CCY 17-3-26 s CCY 17-3-5 (vzájemné skóre 0,171) – vlevo,  
a s CCY 17-3-31 (vzájemné skóre 0) - vpravo 
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Obrázek 48: Porovnání kmene CCY 17-3-26 s CCY 17-3-15, vzájemné skóre 0 
 
Fylogenetická větev C 
 
Obrázek 49: Porovnání kmene CCY 17-4-39 s CCY 17-4-40 (vzájemné skóre 1,925) – vlevo,  
a s CCY 17-3-6 (vzájemné skóre 1,019) - vpravo 
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Obrázek 50: Porovnání kmene CCY 17-4-39 s CCY 17-3-13 (vzájemné skóre 0,466) – vlevo, 
 a s CCY 17-3-18 (vzájemné skóre 0,006) - vpravo 
 
 
Obrázek 51: Porovnání kmene CCY 17-3-35 s CCY 17-3-37 (vzájemné skóre 2,235) – vlevo,  
a s CCY 17-4-40 (vzájemné skóre 0,601) - vpravo 
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Obrázek 52: Porovnání kmene CCY 17-3-35 s CCY 17-3-18 (vzájemné skóre 0,966) – vlevo,  
a s CCY 17-3-13 (vzájemné skóre 0,087) - vpravo 
 
Fylogenetická větev D 
 
Obrázek 53: Porovnání kmene CCY 17-3-17 s CCY 17-3-9 (vzájemné skóre 2,639) – vlevo,  
a s CCY 17-3-24 (vzájemné skóre 2,434) – vpravo 
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Obrázek 54: Porovnání kmene CCY 17-3-17 s CCY 17-3-2, vzájemné skóre 0,519 
 
Pozn.: A-D jsou označení fylogenetických větví a jsou shodné s označením vývojových větví 
v dendrogramu (Obrázek 41). 
 
